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論 文 内 容 要 旨
キ ュ ウ リモ ザ イ ク ウ イ ル ス 感 染 タバ コ葉 に お け る病 徴 発 現 機 構 に 関 す る研 究
ウ イル ス に 感 染 した植 物 は、 黄 化、 萎 縮 な ど さ ま ざ ま な病 徴 を示 す。 病 徴 は、
ウ イ ル ス と植 物 の 組 み 合 わ せ に よ り特 徴 的 で あ り、 そ の 発 現 機 構 の 解 明 は、 植 物
病 理 学 上 の 主 要 な 分 野 とな っ て い る。 これ ま で の 研 究 よ り、 病 徴 は、 ウ イル ス 増
殖 に よ る植 物 の 代 謝 変動 の 結 果 と して 現 れ る もの と考 え ら れ て い るが、 そ の 機 構
につ い て は 殆 ど 明 らか に な っ て い な い。 病 徴 発 現 の 基 本 に は、 ウイ ル ス と植 物 の
分 子 レベ ル での 相 互 作 用 が 存 在 す る もの と考 え られ る。 そ こ で、 本 研 究 で は、 病
徴 発 現 を 誘 導 す る ウイ ル ス お よ び植 物 の 反 応 を 分 子 レベ ル で 明 らか にす る こ とを
目 的 と し、 キ ュ ウ リモ ザ イ ク ウ イ ル ス 黄 斑 系[CMV(Y)]接種 タ バ コ(Nicotiana
tabacumcv.Ky57)葉に お け る激 しい黄 色 病 斑 の 発 現 に 関 与 す る ウ イ ル ス遺 伝 子 お
よ び植 物 遺 伝 子 の 同定 と、 病 徴 発 現 過 程 にお け る植 物 核 酸、 タ ンパ ク質 な どの 変
動 につ い て解 析 を 行 っ た。
1.キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ル ス2系 銃 の 増 殖 と病 徴 発 現
CMV(Y)をタ バ コ(Ky57)に接 種 す る と、3-4日 目 に、 接 種 葉 に 弱 い 黄 色 斑(初 期 病
徴)が 出 現 し、5-6日 目 に は 激 し い 黄 色 斑 を 示 し た(Fig.4A)。 一 方 、 キ ュ ウ リモ
ザ イ ク ウ イ ル ス 普 通 系[C肝(0)]を 接 種 し た 場 合 は、 病 徴 を 生 じな か っ た。 ま た、
両 系 統 接 種 葉 に お け る ク ロ ロ フ ィ ル 量 は、CMV(0)接種 葉 で は 変 化 し な い の に 対 し
て、CMV(Y)接種 葉 で は 黄 色 斑 の 出 現 に 伴 い 低 下 が 認 め ら れ た(Fig.1)。 し か し、
接 種 葉 に お け る 両 系 統 の 増 殖 を 、 局 部 病 斑 検 定 法 に よ り測 定 し た と こ ろ 、 ウ イ ル
ス 感 染 性 は 接 種 後7日 目 に 最 大 と な り、 両 系 統 間 で 量 的 な 差 は 認 め ら れ な か っ た
(Fig.2)。病 徴 発 現 機 構 を 研 究 す る た め に は 、 ウ イ ル ス 増 殖 自 体 に よ る 植 物 代 謝
へ の 影 響 を 考 慮 す る 必 要 が あ る。CMV(Y)とCMV(0)は、 タ バ コ に お い て 、 ウ イ ル ス
増 殖 量 が 等 しい に も か か わ ら ず 病 徴 が 異 な る こ と か ら、 病 徴 発 現 機 構 を 研 究 す る
上 で 優 れ た 実 験 系 と 成 り 得 る も の と 考 え ら れ る。 以 下 、 こ の 系 を 用 い て 実 験 を 行
っ た。
2.病 徴 発 現 に 関 す る ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 解 析
CMVは分 子 量 の 異 な る4種 類 のRNAを 有 す る 分 節 ゲ ノ ム 型 の 多 粒 子 性 ウ イ ル ス で あ
る。CMV(Y)接種 タ バ コ(Ky57)葉に お け る 激 しい 黄 色 斑 の 発 現 を 支 配 し て い る ウ イ
ル ス 遺 伝 子 を 解 析 す る た め 、CMV(Y)とCMV(0)の 各RNAを 相 互 に 交 換 し てpseudo-
reco皿binantC肝を 作 成 し(TableD、 タ バ コ(Ky57)の接 種 葉 に お け る 病 徴 を 調
べ た。 そ の 結 果 、 両 系 統 間 でRNA3を交 換 す る と、 病 徴 も入 れ 替 わ る こ と が 明 ら か
に な っ た(Table2、Fig.4B)。RNA3に は、2つ のORFが 存 在 し、5'側 のORFは ウ イ
ル ス の 細 胞 間 移 行 に 関 与 す る3Aタ ン パ ク 質 を コ ー ド し て お り、3'側 のORFは 、 外 被
タ ン パ ク 質 を コ ー ド して い る。 い ず れ のORFが 、 病 徴 発 現 を 支 配 し て い る か 調 べ る
た め、CMV(0)のRNA3に対 す るcDNAを合 成 し、 外 被 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 約90%を 、
cMv(Y)外被 タ ンパ ク 質 遺 伝 子cDMと 交 換 し、 キ メ ラcDNAを作 成 し た(Fig.3)。 そ
れ を 試 験 管 内 転 写 ベ ク タ ー に 組 み 込 み、 感 染 性 を 持 つRM3を 合 成 し、 精 製 し
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たCMV(0)RNAl+2組 み 合 わ ぜ て(Tablel)タ バ コ(Ky57)に接 種 す る と、CMV(Y)接
種 と 同 様 の 激 し い 黄 色 斑 が 認 め ら れ た(Table2、Fig.4B)。 し た が っ て 、ChlV(Y)
接 種 タ バ コ(Ky57)葉に お け る 激 し い 黄 色 斑 出 現 を 支 配 す る ウ イ ル ス 遺 伝 子 は、 外
被 タ ンパ ク質 遣 伝 子 で あ る こ と が 明 らか に な っ た。 ま たv各pseudorecombinant
CHV接種 葉 に お け る』ウ イ ル ス 増 殖 量 をELISA法に よ り 測 定 し た が 、 そ の 値 に 差 が 認
め ら れ な か っ た の で、 病 徴 発 現 の 違 い は、 ウ イ ル ス 増 殖 量 の 差 に よ る も の で は な
い こ と が 確 認 さ れ た(Table2)。
3.病 磁 発 現 に 関 す る 植 物 遺 伝 子 の 解 析
タ バ コ 晶 種Ky57はCHV(Y)接種 葉 に 激 し い 黄 色 斑(強 黄 色 斑)を 生 じる が 、 品 種
Xanthincは 極 め て 弱 い 黄 色 斑(微 黄 色 斑)し か 生 じ な い(Fig.4C)。 ま た、
Ky57はバ ー レー 種 に 属 す る た め 茎 が「白 色 で あ る の に 対 し、Xanthincは 茎 』が 緑 色 で
あ る(Fig.4D)。CMV(Y)接 種(Ky57)葉に お け る 激 し い 黄 色 斑 出 現 に 関 与 す る 植 物
遺 伝 子 を 解 析 す る た め、Ky57とXanthincを交 配 し、 得 ら れ た 雑 種 後 代 に つ い て、
CMV(Y)接種 葉 に 現 れ る 病 徴 と バ ー レ ー 種 の 特 徴 で あ る 茎 の 色 の 分 離 を 調 べ た
(Table3)。 そ の 結 果 、 雑 種 第 一 代(Fl)で は、 す べ て の 個 体 でCMV(Y)接種 葉 に 微
黄 色 斑 が 現 れ 、 茎 が 緑 色 を 示 し た。 ま た、 雌 雄 を 逆 に した 場 合 も 同 様 の 表 現 型 を
示 し た。 さ ら に、Fl(Ky57xXanthinc)の 自 殖 世 代(F2)47個体 とF1(Xanthincx
Ky57)のF2、42個体 にCMV(Y)を接 種 す る と、 い ず れ も微 黄 色 斑:強 黄 色 斑 が 約15:
1に分 離 し た 。 ま た、 強 黄 色 斑 を 示 し た 個 体 の 茎 は す べ て 白 色 で あ り、 微 黄 色 斑 を
示 し た 個 体 の 茎 は す べ て 緑 色 で あ つ た。 さ ら に、Fl(Ky57xXanthinc)をKy57と
Xanthincにそ れ ぞ れ 戻 し 交 配 す る こ と に よ り 得 ら れ た 個 体 に つ い て 、C鼎(Y)接 種
葉 の 病 徴 お よ び 茎 の 色 を 調 べ た と こ ろ 、Ky57へ の 戻 し交 配 で は 、 微 黄 色 斑:強 黄
色 斑 が 約3:1に 分 離 し、 微 黄 色 斑 を 示 し た 個 体 の 茎 は す べ て 緑 色 、 強 黄 色 斑 を 示 し
た 個 体 の 茎 は す べ て 白 色 を 示 し て い た。 一 方 、Xanthincへ の 戻 し交 配 で は、 す べ
て の 個 体 が 、 微 黄 色 斑 を 示 し、 茎 は 緑 色 を し て い た。 こ れ ら の 結 果 よ り、CMV(Y)
接 種Ky57葉 に お け る 強 黄 色 斑 出 現 に は、2重 劣 性 遺 伝 子 が 関 与 して い る こ と が 明 ら
か に な っ た。 ま た 、 病 徴 の 強 弱 と 茎 の 色 が 同 時 に 分 離 す る こ と や、Nicotiana
tabacum11品種 のCMV(Y)接種 葉 に お け る 病 徴 の 観 察 で は 、 バ ー レ ー 種 は す べ て 強
黄 色 斑 を 示 し た の に 対 し、 そ の 他 の タ バ コ で は 微 黄 色 斑 を 示 し た こ と か.ら、 本 研
究 に お い て 同 定 さ れ た2重 劣 性 遺 伝 子 は バ ー レー1遺伝 子(yb1,yb2)と完 全 に1連鎖 し
て い る か 、 ま た は そ れ 自 体 で あ る と 考 え ら れ た 。
病 徴 発 現 に お け.る、 ウ イ ル ス 外 被 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 と 植 物 の2重 劣 性 遺 伝 子 の 関
係 を 調 べ る た め 、C酬(・0)と.C群(Y)の 外 被 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 置 換 したpseudo-
reco皿binantCMV(0102YNX3)(Table1)を、F1(Ky57xXanthinc)とKy57また は
Xanthincをそ れ ぞ れ 交 配 して 得 ら れ た 個 体 に 接 種 し た と こ ろ、CHV(Y)接種 の 場 合
と 同 じ分 離 比 を 示 し た。 一 方 、・Ky57およ びXanthihcたCHV(0)を接 種 し た 場 合 は 、
い ず れ も 無 病 徴 、cucu田ovirusに属 す る ラ ッ カ セ イ わ い 化 ウ イ ル ス・[PSV(」)⊃を 接 種
した 場 合 は、 い ず れ も 微 黄 色 斑 を 示 し た(Fig二4E)。 こ れ ら の 結 果 よ り、CMV(Y)
接 種 タ バ コ(Ky57)葉に お け る 激 し い 黄 色 斑 出 現 は、CMV(Y)外被 タ ン パ ク 質 遺 伝 子
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と植 物 の2重 劣 性 遺 伝 子 の特 異 的 な 組 合 せ に ょ り誘 導 され る もの と 考 え られ た。
4.病 徴 発 現 に 関 す る 生理 ・生 化 学 的 解 析
ウ イ ル ス感 染植 物 で は、 ウ イル ス 増 殖 に伴 い代 謝 変 動 が 生 じ、、さ らに病 徴 発 現
に 伴 い そ の 変 動 は 顕 著 に な って い る もの と考 え られ る。 病 徴 発 現 過 程 に お け る植
物 の 分 子 レベ ル で の 変 動 を 解 析 す る た め、CMV(Y)、・CMV(0)およ び 緩 衝 液 接 種 タバ
コ(Ky57)葉に お け る 植 物 核 酸、 タ ンパ ク質 の 変 動 につ い て 比 較 検 討 を 行 っ た。
(1)病徴 発 現 に 伴 う 植 物RNAの 変 動
リ ボ ソ ー ムRNA変 動 の 解 析 で は 、CMV(0)接種 葉 に お い て 、 ウ イ ル ス 外 被 タ ン パ ク
質 合 成 の さ か ん な 接 種3-5日 目 に 一 時 的 に 低 下 し、5日 目以 降 は も と の レ ベ ル に 回
復 し た の に 対 し、C肝(Y)接 種 葉 に お い て は、 回 復 す る こ と な く、 病 徴 発 現 に 伴 い
緩 や か に 低 下 し続 け た 。 ま た、poly(A)皿RNA合成 は 、CMV(0)およ び 緩 衝 液 接 種 葉 で
は ほ と ん ど 変 化 し な い の に 対 し て、CMV(Y)接種 葉 で は、 病 徴 発 現 に 伴 い 緩 や か に
低 下 し た(Fig.5)。 ポ リ ゾ ー ム 量 も 接 種5日 目 のCMV(Y)接種 葉 に お い て の み 低 下
した が 、RNA分 解 酵 素 活 性 の 上 昇 は 認 め られ な か っ た。 さ ら に、 接 種5日 目 の
polyso皿alRNAをinvitrotranslationし、 産 物 をSDS一ポ リア ク リル ァ ミ ドゲ ル 電
気 泳 動 で 解 析 し た と こ ろ 、CMV(Y)接種 葉 に お い て14kDaと18kDaポリ ペ プ チ ドの 明
ら か な 増 加 が 認 め ら れ た。 ま た、CMV(Y)とCMV(0)接種 葉 に お い て 、 ウ イ ル ス 外 被
タ ン パ ク 質 と 思 わ れ る26kDaのポ リペ プ チ ドが 新 た に 検 出 さ れ た。
(2)病徴 発 現 に 伴 う 植 物 タ ン パ ク 質 の 変 動
タ ン パ ク 質 の 変 動 に つ い て 検 討 し た と こ ろ、 植 物 の タ ン パ ク 質 合 成(Fig。6)お
よ び80Sリ ボ ソ ー ム 量 は、CMV(0)接種 葉 で は3-5日 目 に 一 時 低 下 し た の ち、 も と の
レ ベ ル ま で 回 復 し た の に 対 し て、CW(Y)接 種 葉 で は、 回 復 す る こ と な く、 病 徴 発
現 に 伴 い 緩 や か に 低 下 し た。 次 に、2次 元 電 気 泳 動 に よ.る、 接 種5日 目 の タ ンパ ク
質 変 動 の 解 析 で は、CMV(Y)、(0)接種 葉 に お い て26kDaの外 被 タ ンパ ク 質 が 検 出 さ
れ た 以 外 に、CMV(Y)接種 葉 に お い て、 濃 度 が 減 少 し た6個 の ス ポ ッ ト(Fig.7、
spota-f)と 増 加 し た3個 の ス ポ ッ ト(Fig.7、spot1-3)が 認 め ら れ た。 こ れ ら
の 中 で 、 特 に 顕 著 な 変 動 を 示 した22kDa(spota)と23kDa(spotb)に つ い て、
病 徴 発 現 に 伴 う ス ポ ッ ト濃 度 の 経 時 的 変 動 を 調 べ 、 両 ス ポ ッ トの 近 傍 に あ り、 接
種5日 目 で は 変 動 が 認 め ら れ な い24kDaのス ポ ッ ト(Fig.7、spotx)と比 較 し た と こ
ろ 、22kDa、23kDaポリペ プ チ ド量 は 、1いず れ も接 種3日 目 に 低 下 が 始 ま り、5日 目
に は 約50%に 低 下 し た(Fig.9)。 ま た 、c牌(Y)接 種 後9日 目 の モ ザ イ ク 病 徴.を示 す
上 位 葉 に お い て も、 両 ス ポ ッ ト濃 度 の 低 下 が 認 め ら れ た(Fig。7D)。
22kDa、23kDaおよ び24kDaポ リペ プ チ ドは、2次 元 電 気 泳 動 に お い て ほ ぼ 伺 じ位
置 に 存 在 す る こ と か ら、 こ れ ら の タ ン パ ク質 は 同 種 の 遣 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ て
い る 可 能 性 が あ る。 そ こ で、 そ れ ら の 間 で プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 部 分 切 断 パ タ ー ン
を 比 較 し た と こ ろ、.同 じパ タ ー ンを 示 し た。 ま た、 そ れ ぞ れN末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は、
完 全 に 一 致 し た(Fig.'8)。・さ ら に、 そ の 配 列 ・は 、 ホ ウ レ ン ソ ウ の 光 化1学系IIの 酸
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素 発 生 系 の 構 成 タ ンパ ク質 の 一 つ で あ る23kDaタン パ ク質 と 一 致 した(Fig.8)。
し た が っ て、22kDa、23kDa、24kDaタン パ ク 質 は タ バ コ の 酸 素 発 生 系 の 構 成 成 分 で
あ り、 遺 伝 子 フ ァ ミ リー を 構 成 し て い る も の と 考 え ら れ た。
(3)光化 学 系II酸 素 発 生 系 と病 徴 発 現
ホ ウ レ ン ソ ウ の 酸 素 発 生 系 は 、33kDa、23kDa、18kDaのタ ンパ ク 質 よ り構 成 さ れ
て い る。 病 徴 発 現 に 伴 う33kDa、18kDaタ ンパ ク 質 変 動 に つ い て も 検 討 し た が 、
33kDaタンパ ク 質 は 、24kDaタ ンパ ク 質 と 同 様 に 病 徴 発 現 後 に 低 下 し(Fig.9)、
18kDaタン パ ク 質 は 低 下 が 認 め ら れ な か っ た。 した が っ て、CMV(Y)接種(Ky57)葉に
お け る 激 しい 黄 色 斑 出 現 に 伴 い、 酸 素 発 生 系 の 構 成 タ ン パ グ 質 週:伝子 が 差 時 的 に
反 応 す る こ と に よ り、22kDaと23kDaタン パ ク 質 の み が、 病 徴 発 現 に 伴 い 特 異 的 に
低 下 し、33kDaや24kdaタン パ ク 質 は、 病 徴 発 現 後 に 低 下 し始一め る も の と 考 え ら れ
た。 ま た 、CMV(Y)、CMV(0)、緩 衝 液 接 種 葉 に お け る チ ラ コ イ ド膜 画 分 の 電 子 伝 達
活 性 をDCIPを 電 子 受 容 体 、H20ま た はDPCを 電 子 供 与 体 と して 測 定 し た と こ ろ 、
CMV(Y)接種 葉 に お い て 酸 素 発 生 活 性 の 低 下 が 生 じ て い る こ と が 明 ら か に な っ た
(Fig.10,Table4)o
5.考 察
本 研 究 で は、CMV(Y)接種 タバ コ(Ky57)葉に お け る 激 しい・黄 色 斑 出 現 に 関 与 す る
ウ イル ス お よ び植 物 遺 伝 子 につ い て 検 討 を お こ な う と と もに、 病 徴 発 現 に 伴 い 変
動 す る植 物 核 酸、 タ ンパ ク質 変 動 を 解 析 し、 病 徴 発 現 機 構 につ い て 分 子 レベ ル の
研 究 を 行 った。 病 徴 発 現 を 決 定 して い る ウ イル ス 遺 伝 子 は外 被 タ ンパ ク質 遺 伝子
で あ った。 しか し、 外 被 タ ンパ ク質 が ど の よ うな 機 構 に よ り、 病 徴 発 現 を 誘 導 す
るの か 明 か で は な い。C猷V(Y)感染 細 胞 の 形 態観 察 か ら は、 外 被 タ ンパ ク質 が 特 定
の 細 胞 器 官 に 作 用 す る こ と に よ り、 病 徴 が 誘 導 され る可 能 性 は低 い よ う に思 わ れ
る。 ま た、 外 被 タ ンパ ク質 を組 み 込 ん だ形 質 転換 タ バ コ は、 病 徴 な どの 形 態 異 常
を ま っ た く示 さ な い こ とか ら、 病 徴 発 現 を決 定 して い るの は、 外 被 タ ンパ ク質 遺
伝 子 で あ るが、 病 徴 を 誘 導 す る た め に は、 他 の ウイ ル ス遣 伝 子 や、 ウ イル ス 複 製
自体 に よ り生 ず る ス トレス な どが 必 要 で は な い か と考 え られ る。 ま た、 病 徴 発 現
に 関与 す る植 物 遺 伝 子 と して は、2重 劣 性 遺 伝 子 が 同 定 され た。 こ の遺 伝 子 は、 バ
ー レー遣 伝 子(ybl,yb2)と完 全 に 連 鎖 して い た。 バ ー レー遣 伝子 を 持 つ タバ コ は
バ ー レー 種 と 呼 ば れ、 茎 は ク ロ ロフ ィル 含 量 が著 し く低 く、 白色 を 呈 して い る。
ま た、 下 葉 が 成 熟 す る と、 そ の 他 の ダバ コに 比 べ て 速 く老 化 す る 特 徴 が あ る。 し
た が って、 バ ー レー 遺 伝子 の産 物 は 不 明 で あ る が、 葉 緑 体 の機 能 に 関係 す る タ ン
パ ク質 を コー ドして い る もの と考 え られ て い る。 一 方、 ウ イ ル ス 感 染 植 物 に お け
る モザ イ ク病 徴 な ど で は、 葉 緑 体 の 異 常 が 認 め られ て い る。 これ らの こ と は、 バ
ー レー 遺 伝 子 が 病 徴 発 現 の 原 因 とな る植 物 遺 伝 子 の 一 つ で あ.る可 能 性 を示 唆 して
い る。 した が って、 本 研 究 に お い て 同 定 され た2重 劣 性 遺 伝 子 とバ ー レー 遺 伝 子 は、
同 じ遺 伝 子 で あ る可 能性 が 考 え られ る。 ま た、 バ ー レー 種以 外 の タバ コ は、
C瓢V(Y)接種葉 に 弱 い黄 色斑 を 生 じる こ とか ら、 病 徴 発 現 に は、2重 劣 性 遺 伝 子 以 外
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に、 他 の 植 物 遺 伝 子 が 関 与 し て い る も の と 考 え ら れ る。
℃MV(Y)接種 タ バ コ(Ky57)i葉に お け る 激 しい 黄 色 斑 出 現 の 機 構 の 基 本 に は 、
「
CMV(Y)外被 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 と タ バ コ(Ky57)の2重劣 性 遺 伝 子 が 関 わ っ て い る こ と
が 明 ら か に な っ た が 、.病徴 発 現 は 両 遺 伝 子 の み が 直 接 に 相 互 作 用 し 合 っ て 誘 導 さ
れ る も の で は な く、 他 の ウ イ ル ス や 植 物 の 遺 伝 子 の 複 雑 な 関 与 が 存 在 す る も の と
考 え ら れ た。
複 雑 な 病 徴 発 現 過 程 を 解 明 す る 手 が か りを 得 る た め、CMV(Y)接種 タ バ コ(Ky57)
葉 に お け る 植 物 の 核 酸 、 タ ンパ 』ク 質 の 変 動 に っ い て 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 病 徴 発
現 に 伴 い、リ ボ ソ ー ムRNA、poly(A)田RNA、ポ リ ソ ー ム、80S'リボ ソ ー ム、 タ ン パ ク 質
合 成 な ど が 緩 や か に 低 下 す る と 共 に、14kDaと18kDaポ リペ プ チ ド を コ ー ドす る
mRNAの増 加 や 、 光 化 学 系IIの 酸 素 発 生 系 を 構 成 す る22kDaと23kDaポリペ プ チ ド量
が 低 下 す る こ と が 明 ら か に な っ た。 ま た、 両 ポ リペ プ チ ド量 の 低 下 と と も に 、 酸
素 発 生 活 性 の 低 下 も 認 め ら れ た。 し た が っ て、 こ の 活 性 低 下 が 光 合 成 能 の 低 下 や
葉 緑 体 の 機 能 低 下 を 引 き 起 こ し、 病 徴 発 現 を 誘 導 す る 一 因 と な っ て い る 可 能 性 が
考 え ら れ る。 こ の よ う な 一 連 の 変 動 が 病 徴 発 現 の 本 質 的 反 応 の 一 つ に な っ て い る
の で あ ろ う。
2重 劣 性 遺 伝 子 と22kDa、23kDaタン パ ク 質 と の 関 係 は 明 か で は な い が、2重 劣 性
遺 伝 子 が バ ー レ ー 遺 伝 子 で あ る な ら ば 、 葉 緑 ・体 の 機 能 に 関 係 す る タ ン パ ク 質 を コ
ー ド して.いる 可 能 性 が あ る。22kDa、23kDaタン パ ク質 は 核DNAに コ ー ド さ れ て い る
葉 緑 体 タ ンパ ク 質 で あ る こ と を 考 え る と、 ウ イ ル ス 外 被 タ ン パ ク 質 と 核DNAに コ ー
ド さ れ て い る 葉 緑 体 タ ンパ ク 質 と の 複 雑 な 相 互 作 用 が 、CMV(Y)接種 タ バ コ(Ky57)
葉 に お け る 激 しい 黄 色 斑 出 現 の 引 金 と な る反 応 の 一 つ と な っ て い る 可 能 性 も 考 え
ら れ る。 し か し、 こ の 反 応 が 具 体 的 に ど の よ う な 過 程 を 経 て 植 物 の 代 謝 変 動 や 光
合 成 能 の 低 下 な ど を 誘 導 す る か は 不 明 で あ る。 今 後 は 、 本 研 究 で 同 定 さ れ た2重 劣
性 遺 伝 子 や、 病 徴 発 現 に 伴 い 変 動 す る 他 の 植 物 遣 伝 子 』を ク ロ ー ニ ン グ し、 コ ー ド
す る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 解 析 す る と 共 に、 そ の 発 現 と ウ イ ル ス 外 被 タ ン パ ク 質 と
の 関 係 な ど を 研 究 す る こ と に よ り、 病 徴 発 現 の 複 雑 な 機 構 が 解 明 さ れ る こ と が 期
待 さ れ る。
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丁亘blelhfectivity.ofCMVRNAsahd加M油りtranscriptsinα7θηoρσd如η即7a個ρ龍oわ乙
lnoculatedRNκ叫 tJumberoflocal
Pseudoreoombinant
CMV(O)crnvmPlasmidl31' 凶onsperi幅②
RNA1+2 α02一 0
RNA1+2 .YlY2一 0
FNA3 一一 〇e 0
RNA3 一一Y3 0
RNAt+2RNA3 陶 0102Y3 19
RNA3 RNA1+2 YlY203 13
RNA7+2 transcriptpUCMVO3010203V 20
RNAi+2 t旧ngc巾tpUCMWNX30102YNX3tr 16
RNAi+2 ㎞nsc巾tpUCMWSX3.O唱02YSX3tr 13
`
(t)0.1ｵgRNA1+2,0.1ｵgRNA3and5ｵgeachtranscriptRNAwereusedformixedinoculations
asdescribed.
②Ea翻CWR甑mi畑re㈱in。culaledontotenIeavesolC㎝a脚伽 わ湘mbe給indicatod
theaveragθnumberOflocalIesionsper.leafofO,ama卿暫ヒ◎わ乙
(3)ThepiasmidconstructsfortfietranscriptsareshowninFg.3.
Table2Symptomsandamountsofviralcoatproteinintobacco(Nicotianafabacumcv.Ky57)after
inoculationwithpseudorecombinantCMVs.
ViruS(で} Symptoms{翠} Amountsofcoatprotein㈹
CMV(O}
CMV(Y}β1
SL
SCS
n.t.`51
.n,量墜
YlY203 Sし 0.572+0.160
0102Y3 SCS ossa+o.zso
αQ203町 Sし. n.t.
0102YNX31r SCS 0.697+0.140
0102YSX3tr SCS 0.732+0.170
(i)NotationofvirusesisasihTable1.Eachviruswasinoculatedontosixtobaccos.Sixdaysafter
inoculation,symptomsandamountsofviralcoatproteinininoculatedleaveswareanalyzed.
(2)Symptomsareindicatedasfollows:SCS,severechloroticspots;SL,symptomless(Fig.2A,B).
(3)CMV(Y)doesnotcontainthesatelliteRNA.
(4}↑heaverageof.EUSAabsorbancevalues{A405土S.D.}.
{5}n,t.冨no匙tes乳θd.
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τ』國e3Segre匪阻閥onof5岬dhloro曲隣spo皇syrrゆ量omsandサ4副es仙已躍7旧hprogo口bs.of【9dproG置Ihyb両d5ひ直ぬα雌a胆畠置 8㎝c肌Ky57xcり・Xa爵量愉臨o}・
Tobaem
騨
V加sO,
P㎞ ゆo倒 S9鴨偲電y1叩重師smd… 巳e胸ms
:Mild騨廓 副G闇 ㈱ デ 凶.01
MildsymptomsSeveresymptomsMildsymptomsSeveresymptoms
副1dG肥ens巳8m5andWN量gs巳em8㎝dW崩o剖ems飢dGreon6匿曜旧掲
O鵬rvodra馳E脚odra馳
FIIKy579xXa町量㎞r面】
FIPくan量財r鴎9xKy576】
F21so瞭edF1{Ky579
X翻hinc切1
F2【S6緬6dFて{㎞恥iμ6掌
翼Ky57司】
CMVい0
cMVm
cMVm
OMVρり
Backcross「〈y5ア9xlκy579CMVρり
翼x朋踊 「届1司
Baekaass(XeMhine4z
岬579罵Xa町漁incδ}司
cMVm
11
13
鱗
39
79
10
日a瞭αo誌IKy579と{Ky5790102YNX314
翼㎞ 電hino5,δ1
Backαossp翰n鐙llr鴎9x
]Ky57YxXanihincd]d]
0102YNX310
0
0
3
3
22
a
4
a
a
0
0
0
a
a
a
a
0
0
a
a
0
a
a
0
i十:o
偲10
14.7:1
13.0:1
3.6:1
10:0
35:1
10:0
15:1
15:1
3:1
3:1
0.0018.635
0.0576.635
OS576.635
O.0746.635
{η㎜ ρ爵ρ～繍 諭己製5㎞漁厨81.
② 酬or6days㎞㎝ 個 ㎞,s卿1叩 博w6rgd欄.S9》ereohlα◎髄cSp。ts獅plomsa隠b6ic飢ed8srSo》erθ5ymp㎞ns隔.r謡囮c田㎝皿に6四豊s岬 ㎝s,'Mi10symptoms
.
Table4.Activitiesofphotosyntheticelectrontransportreactioninmock一,
cucumbermosaicvirus(strainO)CMV[O]一andCMV(Y)一inoculated
tobaccoleaves
Elec重ron重ranspor重activi1y墨
DCIPReduction
(μM!hr・μgpro重ein士SE.)
DCIPReduction
(%ofmock-
inoculation)
mockCMV{O)CMV(Y)CMV{O)CMV{Y)
H20→DαPII⊃84ま;8
H20一 ←一〉.DCIP{りll士I
Tris
Tris
H20一斗→
DCIPロ〕
DPC一←今
H⊇0一→DCIpl〕 〕
tCaClz
70±1228±.7
13161tl
189士21星71±9
16'士17126:ヒ7
146tIS
79士9
83.3
・,「
90.5
78.3
33.3
●・ ●
77.2
49.J
'Electrontranspo
rtactivitywasmeasuredasfollows:Theamountsof
thylakoidmembranefor.measuringtheelectrontransportactivityare
expressedasproteincontent,becausethechlorophyllconcentrationof
tobaccoleafischangedbyCMVinfection.Thylakoidmembraneproteins
werequantifiedbythemethodofBradford一(1976).Theexperiments
.wererepeatedGvetimes.(1)Theactivityofelectrontransportfrom
H20toDCIPwasmeasuredphotometricallybyfollowingthechange
inabsorbanceat585nmatalightintensityof660W/m'inareaction
mixturecontaining25mMMES-NaOH(pH6.5),300mMsucrose,
.10mMNaCl,0.05%BS.A,0.06mMDCIP,and'thylakoidmembrane
tractionequivalentto20ｵgofprotein.Theextinctioncoefficientof
DCIPatpH65wascalcuia監eda320.7mM髄1・cm鞠1(Armsヒrong'1964).
(2)WhentheactivityofelectrontransportfromDPCtoDCIPwas
measured,1mMDPCwasaddedto.thereactionmixture.(3)When
theactivityofelectrontransportfromHzOtoDCIPwasmeasuredin
thepresenceofCa=',5mMCaC'1=wasaddedtothereactionmixture.
一272一
??
?
???
?
?
》
?
?
?
」?
?
、
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
??
?
Poy50脅orhoculO曾 葦on
艶6搬溜綴 舗 讐轟職 餌 離 麟8纏鼎 鷹 含3
tobacco(ハぬ励aσumcv..Kγ57}71eayβs.
?㌣
?
?
?
。
?
』?
?。?
。
?
。?
?
5
4
3
2
1
!
〆
?
d.1
?
!
酒
'
1 0
.、
＼
、
、
、
、
○
つ 3 5 7 9
Days.attarinocuiation
鵬 蘭1鵬?醗 劇 残跨1ε.働a。μ臓 ゆ5η1eavesln。cu園
一273一
pUCMVO3
pUCMVYNX3
pUCMVYSX3
撃hel SalI巳
XhoI
I
1曾 「　
1==3AI
r
ICP・1・
i一 ・・瀦 楡 麟129・1置1
1 喧 巳 1
1 ,I
Hindl翼
Fg.3.DiagramsoftherecombinantconstructsofcDNAwithCMVRNA3,Rectangular
boxesrepresentopenreadingframesofthe3Aproteingene(3A)andthecoatprotein
gene(CP).Theregionderivedf「omcDNAofCMV(Y)isshadowed,thatf「omCMV(0)u
nshadowed.Thedifferences(naminoacidcodingsequenceandtheirpositionsare
indicated.Restrictionendonucleasecleavagesitesareshownbydashedlines.
㌦＼ン!
母 、 鱒
、 、 、
舶
臨 瓶 、 己
篇`、 嬬へも ピマ ロ ア
犠》5.ア
λ{匹
㌔ 義..望
鵡 鎗
灘
鴫 瀦 ノ㌣ 一
、蘇 。
ヒト お
罫、 ∠・馬 ド 耳い や チ心
監 、
もなぴ へじ へ
園ヨ
＼ ♪ ・
.巡 、灘 ユ
》
凹 、 脳、
、 ㌧
〆騨
く鼓
ウ彰謙
欝齢
亀版
♂
角
瀞 ㌦,`/
な ヵ ら
を∴3ず ジ/孚 噂,ぐ 響
鶏ノ㌧蓋ン
野響 濠'数野獣藩 野
r5 '
、
」
⊇ 戸"ピ つ距・晦 馬が ゆロ マみも
ドr叱P躍'隅 ▼碗 齢 τ
'餅～ 瀕
ワ ∫ 絃ク つユ《
、ドrま
、 一1鵠tぞ 膚"^
ギば=簸駕 解 、齢・
戸 タ モ 互ド γ'叡 ～,,r =、 ㌔賎 図
"孟'を
∴ ＼f/、
ぐ藩 ㌧ 嫁' .
∫監 な!/乏 ぎ雛籔
騨し∵聡 寿
/・ 磯 語
/メ樋
廻 嗣
が ぞヨ
、溢 そ＼ ∫ 、
ノ
Flg4SymptomInCMV一旧TeαeqIoPaccos回'σo飴ηa拍baσ槻1
cvKy57,cvXanthlncandthelrFIhybrld}A,Ky571eaves
朧 蹴 隈と鵬諸灘?も階 纈、K隠,蹄,
ofpseudorecomblnantCMVslsasdescrlbedInτablelC,Ky57,
XanthlncandFIhybrld(Ky579xXanthlncδ}leaveslnoculated
wthCMV(Y)at6daysD,ThestemsofKy57 ,XanthlncandFIh
ybrldE,Ky57andXanthmcleaveslnoculatedwlthCMV(Y},CM
V(0}andPSV(J)
,respectlvely,at6days
?
?
?
?
?
」
?
?
?
、?
??
?? 麺
?
」〔
?、㌣
?ー
?
?
?
?
?
?
?
?
??
ず
?
?
??
??㌧
」
?
㌦
??
'㌦
y
璽
穏
嵩
劉{『距一 陽
?
??
?
?
?
??
??
?
?
?
《
?
慧懲 .
?
?
、
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
㌔
?
、
?
?
?
?
?
?
、
㌧
?
?
?
?
、
咲.
,ゼニ駄 荊
粒
潭 、
≧、い
罵
愛
π
??
?
?
?
?
?
?
?
??
?、?
?
?
?
?
?
ー
?
?
、?
?
↑
?
?
》
?
?
?
㌦
?、
?
??
?
?
」
??
?
?
?
?
??
??
?
?
?
㌔
?
?
?
ゾ 健
鶴 ヅ 「零
1疎 、
一274一
?
?
?
。
。
?
?』?
?
?
?
?
?
。
?
?
?
?
?
』?
?
?
。?
?
?
?
?
30
20
可0
0
1 2 3 4 5 6 7
Oaysafterinoculation
朧 灘 ・騨 聯琴虹雅 部蹴跨 翻 脚糊 ・
?
。
?
?
」。
?
」。
?
?
?
。
?
??
?
。
?
?
?
つoo
??
??
?
?
?
a
＼
＼
＼!
9b'σ
/
0一 一 く)
.1. 3457
Daysafterinoculation
9
Fig.6,Timecourseof14C-leucineIncorporationIntobacco(N.tabacumcv.Ky57)
IeavesinoculatedwithCMV(O)((〉・一く))andCMV(YX●一 司●).Cont.:moβkinocula剣or1.
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Fig7Two-dimensionalgelsofproteinsfromtwostrainsofCMV-ormock-inoculated
tobacco(N.tabacumcv.Ky57)leavesProteinswereextractedfrommock-inoculated
(A)andCMV(Oj-inoculated(B)tobaccoleaves,andfromCMV(Yj-inoculatedtobacco
leafshowingthechloroticspotssymptom(C)at5daysafterinoculation,andfrom
unmoculateduppertobaccoleafshowingseveremosaicsymptom(D)at10daysafter
lnoculatゆn,andwereelectrophorlzeda-fIndlcatethespotsdecreaslnglnlntenslty,1-
3indicatethespotsincreasinginintensitycpindicatesthespotofCMVcoatprotein.x
indicatesthe24kDapolypeptidespotnotclearlydecreasingmintensityat5daysafter
inoculation.yindicatesthespotasacontrolstandardformeasuringthedecreaseofthe
amountsof22,23and24kDapolypeptidesinFig.9
1 H2N-A-Y-G-E-A-A-N-V-F-G-K-P-K一
2 H2N-A-Y-G-E-A-A-N-V-F-G-K-P一
3 H2N-A-Y-G-E-A-A-N-V一 トG-K-P-K一
4 H2N・A-Y-G-E-A-A-N-V-F-G-K-P-K一
Fig.8.N-terminalamino-acidsequencesof22,23and24kDapolypeptidesintobac-
co(N.tabacumcv.Ky57),and23kDaproteinoftheoxygen-evolvingcomplexinspin一
融嚇舳 言舗 。艦 灘隅,総鴇翻 獣盛1鎚鷺1恕惣:
terminalaminoacidsequenceofthe23kDaproteinoftheoxygen-evolvingcomplexIn
spinach.
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Fi白,9.Time-courseofdβcreasesintheamountsof22一、23一,24一,and33-kDa
polypeptideswiththeprogressofsymptomexpressioninCMV(Y》一inoculated
tobacco(～.faδaσαmcv.Ky57)leaves.A,22一(a),23一(b),24一(x),and33-kDa(9)poiy-
peptideswereanaiyzedby2-DgeielectrophoresiS.yindicatesthespottakenasa
controlstandardformeasuringdecreasesintheamountsof22一,23一,24一,and33-kDa
,Th6relativeintensitiesof22-kDa(x一一→〈),23-kDa(△・一△),polypeptides,B
24kDa((〉一〇1,and33-kDaく●一一●)speciesareshownasthe.p包rcentagedastandardトspot(labelledy)thatdidnotchangeinintensityduringsymptomexpresslon.
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Oxygen-evolvi貸9.
complex一
PS翻一 .PSI
DCIPDCIP
Tris
e_jsi‾Ss;1e-e-
H20ゆSo}日+>P680鱒>P」eo司 レQAφQB剣 レPQゆCy曾 ゆPC一 レP700ゆX
.。,SシS3i↑ ・一
DPC
.Photosystemelectrontransport.ElectronsremovedfromwatertoproduceFig.10
0xygen,canbetransferredtoDCIPviaphotosystemII(PSII)_reaction_centerchlorophll
囎1溜鵬 燗 ノ潔翫1購8謝離 き蟹 ε,瓢,講。識瀦
andFe-Scenter()C).Otherelectrontransportcomponentsarenotshownhere.S-cycle
離,騰 竃購1翻 離 鴛翻 乙露舗 隅 言爵'(騰翻 贈 瀧:
8幽a鯉齪 宕脇1織 亀吊離 鵬 鷲 離 ・留・9。β§　器 離
pletedof24-and18-kDapolypeptides.
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,キ ュウ リモザ イ クウイル ス黄斑系[CMV(Y)]接 種 タバ コ(NicotianaTabacum
cv,ky57)葉に おけ る激 しい黄色斑 病徴 の発現に関与す るウイルス遺伝子お よび植物遺伝子の 同
定を行 うとともに,病 徴発現過程におけ る植 物核 酸,タ ンパ ク質 な どの変動 につ い て解析 を行
い,病 徴発 現を誘導 する ウイルスおよび植物の反 応の分子機構 を検討 した。
CMV(Y)接種 タバ コ(ky57)葉は激 しい黄色斑 を示す のに対 し,CMV普 通系[CMV(0)コ接
種 タバ コ(ky57)葉では,ウ イル ス増殖量は同 じであるに もかかわ らず無病徴である。そ こで本
研究では,CMV(O)を ごMV(Y)感染 タバ コ(ky57)における病徴発現機構解明の比較研究 のた
めに用 いた。
激 しい黄 色斑 の発現を支配 してい るウイルス遺伝子 を解析す るた め,CMV(Y)とCMV(0)の
間でRNAゲ ノムを組み換えたPseudorecombinantCMVシリーズを作成 し,タ・ミコ(ky57)の接
種葉 における病徴 を調べた ところ,外 被タ ンパ ク質遺伝 子が激 しい黄色斑出現を支配 している こ
とが 明 らか とな った。 また,病 徴 発 現を支 配 してい る植 物 遺伝 子 を解析 す るた め,タ バ コ
(ky57)を,CMV(Y)接種葉 に極め て弱 い黄色斑を生 じるタバ コ(Xanthinc)と交配 し,雑 種
後代 における病徴型 の分離を調べ,タ バ コ(ky57)のバー レー遺伝子 と完全に連鎖 した2重 劣性
遺伝子 に より病徴発現が支配 されている ことを明らか に した。これ らの結果 よ り,CMV(Y)接種
タバ コ(ky57)におけ る激 しい黄色斑出現 は,CMV(Y)外被 タンパ ク質遺伝 子 と植物 の2重 劣性
遺伝子 の特異的 な組み合わせに よ り誘導され る ことが示 された。
CMV(Y)接種 タバコ(ky57)葉において,激 しい黄色斑出現過程 におけ る植物核酸,タ ンパ ク
質 の変動 につ いて検討を行い,リ ボ ソームRNAお よびpoly(A)rnRNA合成,ポ リゾーム量,全
タソパ ク質合成,80Sリ ボソー ム量 な どが,病 徴発現 とともに緩やかに低下す る。 また,激 しい
黄色斑 を示す タバ コ(ky57)葉のpolysomalRNAのlnvitrotranslation実験 よ り,約14kDaと
18kDaポリペプチ ドを コー ドするRNAの 増加が認め られた。 さらに,病 徴発現 に伴 う植 物 タ ン
パ ク質 の変動 を2次 元電気泳動に よ り解析 した結果,葉 緑 体 チ ラ コイ ド膜 に存 在す る光 化学 系
H,酸 素発生系構成 タンパ ク質の中の,22kDaと23kDaタンパ ク質の特 異的低下が認め られた。
チ ラコイ ド膜 の電子伝達活性の測定 では,こ れ ら2種 のタンパ ク質量の低下 カミ,酸素発生活性 の
低下を引 き起 こす ことが示唆 された。
以上 の ように,本 研究に よ り同定 され た病徴発現を支配す るウィルス外被 タンパ ク質遺伝 子 と
植物2重 劣性遺伝子や,病 徴発現過程 におけ る植物 タンパ ク質,核 酸 の代 謝変 動 の解析 は,今
後,ウ ィルス病徴発現機構を解明す る上で,重 要 な基礎的知見 を与 えるものである。 よって,審
査員一 同は本論文 は博土(農 学)の 学位 を受 けるに値す る内容 と判定 した。
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